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摘 要 : 本 试验 则 在 研究 


响 。 试 验 分 离 培养 了 猪 骨 骼 肌 卫 星 细胞 和 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 
接种 于 Transwell 细胞 小 室 共 培养 板 进 行 共 培养 ， 竺 细胞 密度 达到 90% 以 上 分 别 进行 诱导 分 


化 。 骨 骼 肌 卫 星 细胞 诱导 分 化 8 d 后， 检测 肌 内 前 体 脂肪 台 
表达 以 及 月 质 代谢 关键 酶 的 表达 。 结 果 显 
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田 胞 脂 质 沉积 的 影响 


EN 
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» 2 种 细胞 分 离 培养 鉴定 后 ， 


胞 分 化 水 平 、 分 化 标志 基因 的 


示 : 与 肌 内 前 体 脂肪 细胞 单独 培养 相 比 ， 共 培养 


体系 内 肌 内 前 体 脂肪 细胞 的 脂 滴 数量 和 脂 滴 面 积极 显著 减少 (P<0.01)， 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 
增殖 分 化 转录 因子 过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激 活 受 体 y 和 CCAAT 


增强 子 结合 重 白 的 基因 和 重 白 


表达 水 平 极 显著 下 降 〈P<0.01)， 肌 内 前 体 脂肪 细胞 的 乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 、 脂 肪 酸 合成 酶 


的 基因 和 蛋白 表达 水 平 极 显著 下 降 (P<0.01)。1 
对 肌 内 前 体 脂肪 细胞 脂 质 沉 积 具 有 抑制 作用 。 


关键 词 : FA RRL Be 


中 图 分 类 号 : Q954.6-33°2 


痊 椎 动物 的 肌肉 细胞 与 脂肪 细胞 已 经 被 确认 来 自 共同 的 


和 旁 分 泌 在 调节 动物 的 生长 发 育 中 有 紧密 的 联系 中 4。 研 究 脂肪 与 肌肉 间 的 相互 作用 有 助 于 


此 可 见 ， 共 培养 体系 中 猪 骨 骼 肌 卫 星 细 胞 


田 胞 ， 肌 内 前 体 脂肪 细胞 ， 共 培养 ， 脂 质 这 积 


中 胚层 细胞 ， 并 且 通 过 自分 泌 


探究 细 胞 因子 、 营 养 因素 和 激素 调节 脂肪 沉积 与 肌肉 发 育 的 作用 机 制 。 另 外 ， 脂 肪 与 肌肉 


间 的 相互 作用 还 可 能 将 在 人 类 新 陈 代谢 的 疾病 机 制 和 动物 的 
为 了 探讨 脂肪 与 肌肉 组 织 在 机 体 发 育 过 程 中 的 相互 影响 ， 许 多 研究 者 间接 建立 细胞 培养 体 
Fo Dodson SBIH KE y 3T3-L1 前 脂肪 细胞 与 不 同 分 化 程度 的 羊 肌 肉 细胞 体外 共 培 养 体 


\ 


肉质 性 状 方面 有 广泛 的 应 用 。 


系 。 由 于 共 培 养 体系 比 单独 培养 细胞 能 够 更 好 地 模拟 动物 体 
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们 的 广泛 关注 。 近 年 来 ， 为 了 探讨 脂肪 和 肌肉 组 织 在 体内 发 育 过 程 中 的 相互 作用 。 研 究 者 
们 分 别 建立 了 绵羊 、 人 、 老 鼠 、 天 鹅 和 和牛 的 脂肪 与 肌肉 细胞 的 共 培 养 体系 3。 本 试验 通过 
分 离 培 养 猪 骨 能 肌 卫 星 细胞 和 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 ， 进 行 体外 间接 共 培 养 ， 研 究 2 种 细胞 的 
增殖 和 分 化 特性 ， 探 讨 在 间接 共 培 养 体系 中 猪 肌肉 细胞 分 化 对 脂肪 细胞 分 化 以 及 脂肪 细胞 
内 脂 质 沉积 的 调控 作用 ， 为 进一步 揭示 脂肪 与 肌肉 组 织 之 间 的 相互 作用 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 


主要 材料 包括 : 0.25% 胰 酶 消化 液 、0.02% 乙 二 胺 四 乙酸 EDTA) (1:1 使 用 ，Sigma A 
司 ， 美 国 )、 台 盼 蓝 、0.2% 胶 原 酶 、 细 胞 冻 存 液 、DMEMVF12 培养 基 (Gibco 公司 ， 美 
国 )、 胎 牛 血 清 〈Gibco AA], SED. ARAM BERRA EIA (PBS) (粉剂 ， 北 京 索 
莱 宝 科技 有 限 公司 )、 胰 岛 素 、 地 塞 米 松 、 特 级 马 血 清 (Gibco An, XH) FARR 
合 液 (100x， 北 京 索 莱 宝 科技 有 限 公 司 )、3- 异 丁 基 -1- 甲 基 黄 嗓 叭 [BMX) (Sigma 公司 ， 
美国 )、 油 红 O、TacoIMDNA/RNA 取 试 剂 盒 〈 瑞 基 海 洋 生物 科技 股份 有 限 公司 入 
PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa 2], HÆ), All-in-One™gPCR 


Mix (GeneCopoeia 公司 ， 美 国 )、TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit (12%, Bio- 
Rad 公司 了 美 )。 


主要 仪器 包括 : 无 菌 培养 下 、 二 氧化 碳 细胞 培养 箱 、 倒 置 菊 光 显 微 镜 、Transwell 细胞 
小 室 共 培养 板 、SW-CJ-1D 型 超 净 工作 台 高 速 离心 机 、DT5-2 型 低速 离心 机 、 实 时 定量 
PCR 仪 。 


1.2 试验 设计 


3 日 龄 健康 大 白 仔 猪 购 自 天 津 市 武 清 农 康生 猪 养 殖 有 限 公司 ， 用 于 原 代 猪 骨骼 肌 卫 星 
细胞 和 肌 内 前 体 脂肪 细胞 分 离 。 供 试 细胞 分 为 2 个 组 ， 即 对 照 组 (单独 培养 肌 内 前 体 脂 肪 
细胞 组 ) 和 试验 组 〈 间 接 共 培养 骨骼 肌 卫 星 细胞 和 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 组 )， 每 组 4 个 重复 。 


1.3 试验 方法 


1.3.1 猪 骨 骼 肌 卫 星 细胞 和 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 分 离 培 养 
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无 菌 条 件 下 ， 分 离 3 日 龄 仔猪 皮下 背 最 长 肌 ， 去 除 背 最 长 肌 结 缔 组 织 和 血管 ， 剪 成 


1~2 mw? 大 小 的 组 织 块 ，0.2% HI 型 胶原 酶 消化 液 37 "C 水 浴 消 化 2h，200 H PX fni 


过 滤 ，1 


500 r/min 离心 Smin， 弃 上 清 液 。 用 DMEM/F12 培养 液 漂洗 沉淀 ， 经 400 目 网 得 过 滤 ，1 
500 r/min 离心 10 min， 弃 上 清 液 ， 再 用 含 10% 胎 牛 血清 和 1% 青 链 霉 素 的 DMEM/F12 完全 


音 养 基 重 悬 细胞 ， 接 种 到 10 cm 无 菌 细胞 培养 四 ， 置 于 37°C. 5% CO 培养 箱 培养 ， 利 用 


差 速 贴 壁 法 纯化 细胞 ， 细 胞 培养 2h 后 ， 弃 培养 液 ， 用 PBS 清洗 贴 壁 细 胞 2 次 ， 
的 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 外 。 上 骨骼 肌 卫 星 细胞 的 分 离 培养 参照 Yang 等 0 和 Yan S 


得 到 纯化 
的 试验 方 


法 。2 种 细胞 分 别 接种 到 10 cm 的 无 菌 培养 号 中 ， 置 于 37°C. 5% CO; 的 培养 箱 培 养 ， 培 养 


WE 2d 更换 1 次 ,细胞 数量 用 血球 计数 板 计数 。 


1.3.2 猪 骨 骼 肌 卫 星 细胞 和 肌 内 前 体 脂肪 细胞 鉴定 


骨骼 肌 卫 星 细 胞 鉴定 : 在 培养 下 中 放 入 无 菌 盖 玻 片 进行 细胞 爬 片 ， 当 细胞 密度 达到 
70%~80% 时 ， 分 化 培养 基 〈2% 马 血清 +1% 双 抗 HDMEMVF12) 培养 3 d。 弃 掉 分 化 培养 基 ， 


PBS 清洗 3 次 ， 丙 酮 室温 固定 20 min，PBS 洗 3 次 ，Triton-X 100 (1:1 000) 处 
PBS 洗 3 次 ， 牛 血清 白 蛋 白 BSA) 封 闭 2h， 加 入 Desmin 抗体 (1:50) 于 4 CH 
3 次 ， 加 入 荧光 标记 的 二 抗 (1:2000) FIBA PRA 1h, PBS 洗 3 次 ， 最 后 


理 1$ min， 
we, PBS 洗 
1 ug/mL 的 


4;6- 二 胀 基 -2- 苯 基 果 吕 (DAPI) WiZ 10 min 〈 避 光 )，PBS 洗 3 次 ， 封 片 后 荧光 显微镜 下 观 


察 ° 


肌 内 前 体 脂 肪 细胞 细胞 鉴定 : 培养 四 中 的 细胞 达到 完全 汇合 ， 接 触 抑制 2d, AAA 
10 pg/mL 胰岛 素 的 完全 培养 液 诱导 分 化 培养 2 4， 更 换 完全 培养 液 继续 增 养 4 d， 油 红 O 染 


色 ， 在 显微镜 下 观察 细胞 形态 (12。 


1.3.3 猪 骨 骼 肌 卫 星 细胞 和 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 共 培 养 


2 种 原 代 细 胞 培养 密度 达到 80%~90% 时 ，0.25 % 胰 和 蛋白酶 37 °C 消化 ，DMEM/F12 培养 


{He 


液 重 悬 细胞 ， 记 数 后 接种 于 Transwell 细胞 小 室 共 培 养 板 进行 共 培 养 。 肌 内 前 体 
2.0x104cm2 的 密度 接种 于 上 室 ， 和 骨骼 肌 卫 星 细 胞 以 1.0x105%cm2 的 密度 接种 于 下 


有 4% 胎 牛 血 清 的 完全 培养 液 培养 。 待 骨骼 肌 卫 星 细胞 密度 达到 80% 时 ， 更 换 含 有 2% 马 
青 的 DMEM/F12 培养 液 诱导 分 化 ，48 h 换 液 1 次 。 待 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 接触 抑制 2 d 后 
更 换 含有 10 hg/mL 胰岛 素 的 完全 培养 液 诱导 分 化 培养 2 4， 更 换 完 全 培养 液 继续 


ae 


至 出 现 肉眼 可 见 明显 脂 滴 。 


脂肪 细胞 以 
室 ， 使 用 含 


培养 ， 直 
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1.3.4 实时 定量 PCR 


参照 TaKaRa 公司 RNA 试剂 盒 方 法 提取 出 总 的 RNA。 第 一 条 链 CDNA 反 转 录 试 剂 合 
购 自 Fermentas 公司 〈 美 国 )。 各 基因 及 引物 序列 如 下 : 过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 y 
(PPARy) (5'-ACCACTCGCATTCCTTTGAC-3’, 5'-CCACAGACT CGGCACTCAAT-3’), 


CCAAT 增强 子 结合 蛋白 wx (C/EBPa) (5'-ATGGAGCAAGC CA ACTTCTAC-3', 5'- 
GCCAGGAACTCGTCGTTGAA-3'), Zia ME A 法 化 酶 (4CC) (5'- 


CTCCTAACTGCTGAGCTGTCTCTCT-3’, 5'-AGTCTTTCTCTTCAAT TCTTGCCT-3'), Já 
肪 酸 合成 酶 (F4S) (5-AAGGAGG AGTCAACGGG-3', 5'-GATGGTGAGGAGTCGGAT- 


3')、 脂 蛋白 脂 酶 (LPL) (5'-CGAAGTATTGGCATC CAGAAA C-3', 5'- 
TIGATCTCATAGCCCAAGTTGTT-3 7、B- 肌 动 蛋 白 〈B-actin) (5'-ACCAC 
AGCCGAGAGAGAAAT3', 5'GACCTGACCATCAG-GGAGTT-3'). PCR 扩 增 引物 均 由 上 
海 生 物 工程 技术 服务 有 限 公司 合成 。 PCR 扩 增 的 条 件 是 95 °C 5min, 94°C 60s, 55~60 °C 
40s，72 'C 40s (30 个 循环 )，72 °C 10 min 和 4 反应 结束 ， 进 行 融 解 曲线 的 绘制 。 利 月 
2^4Ct 法 进行 相对 实时 定量 分 析 。 


1.3.5 免疫 印迹 试验 (Western Blot) 


将 培养 的 细胞 在 冰 上 用 裂解 缓冲 液 溶解 ， 并 在 4 'C、10 000xg 离心 10 min 取 上 清 液 测 
定 蛋 白 浓度 。 提 取 的 总 蛋白 通过 10% 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 胶 (SDS- 
PGEA) 进 行 电泳 ， 将 蛋白 转移 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 (PVDF) 硝酸 纤维 膜 上 。 并 在 膜 上 与 一 抗 B- 
actin, C/EBPa, PPARy. FAS, ACC (Abcom 公司 ， 英 国 ) 进行 县 育 ，5$% 的 脱脂 奶粉 封闭 
1h。 将 膜 与 耦 联 二 抗 37 CWA 1h， 使 用 化 学 发 光 液 ChemiDoc XRS (Millipore 公司 ， 美 
E) 和 Bio-Rad 凝 胶 成 像 系 统 进 行 检 测 分 析 ， 分 析 灰 度 值 ， 进 行 相对 定量 分 析 。 


1.4 数据 统计 及 分 析 


NI 


采用 SPSS 17.0 软件 进行 统计 分 析 数 据 ， 利 用 单 因 素 方差 (one-way ANOVA) 分 析 显 著 性 
差异 ，P<0.05 为 差异 显著 ，P<0.01 为 差异 极 显著 。 试 验 数 据 以 平均 值 + 标 准 差 
(meantSD) 表示 。 


2.1.1 骨骼 肌 卫 星 细胞 形态 及 鉴定 


倒置 显微镜 下 观察 原 代 肌 ] 
胞 相互 融合 后 按 一 定 方向 呈 s 有 序 排列 《图 


行 免 疫 菊 光 鉴 定 〈 图 1-D)， 结 果 发 现 Desmin 在 细胞 质 中 的 表达 呈 阳 性 ， 证 实 所 培养 的 台 


B 星 细胞 ， 细 胞 贴 壁 后 逐渐 形成 梭 形 或 纺锤 形 


1-B); 细胞 分 化 2 d 后 形成 多 核 的 肌 管 ， 核 位 于 
中 央 ， 肌 管 呈 长 条 形 ， 平 行 排列 (图 1-C)。 采 用 猪 骨 骼 肌 卫 星 细胞 的 特异 标记 Desmin 进 


(图 1-A); 2 


胞 为 猪 骨骼 肌 卫 星 细 胞 (图 1-E、 图 1-F )。 


D 


A, B, C: 猪 骨 骼 肌 卫 星 细胞 培养 ; 


染色 ; F: DS ESI, 


D: Desmin 在 细胞 质 中 免疫 荧光 染色 : E: DAPI 


A, B and C: porcine skeletal muscle satellite cell culture; D: Desmin immunofluorescence 


staining in cytoplasm; E: DAPI staining; F: the merge of A and B. 


到 1 猪 骨骼 肌 卫 星 细胞 培养 及 鉴定 


Fig.1 Culture and identification of porcine skeletal muscle satellite cells (100x) 


2.1.2 肌 内 前 体 脂肪 细胞 形态 及 鉴定 


肌 内 前 体 脂 肪 细胞 贴 壁 生长 ， 细 胞 


接触 抑制 2d 后 〈 图 2-A)， 改 用 诱导 液 I 诱 导 分 化 


48 h， 细 胞 逐渐 变 圆 (图 


完全 培养 基 继 续 培 养 4 d， 在 倒置 显微镜 下 观察 ， 含 有 大 量 有 脂 滴 样 的 
染色 鉴定 ， 结 果 显示 细胞 内 出 现 了 大 量 


前 体 脂 肪 细胞 。 


2-B)， 再 用 诱导 液 I[ 诱 导 分 化 48 hp， 然 后 换 含 有 10% 胎 牛 血清 的 


#4 


ba 


胞 时 用 油 红 O 


脂 滴 (图 2-C)。 以 上 结果 表明 所 培养 


的 细胞 为 肌 内 


201812.00466v1 
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2 猪 肌 内 前 体 脂肪 细胞 形态 及 鉴定 


Fig.2 Morphology and identification of intramuscular preadipocytes (100x) 


2.2 骨骼 肌 卫 星 细胞 对 肌 内 前 体 脂肪 细胞 脂 质 沉积 的 影响 


肌 内 前 体 脂肪 细胞 诱导 分 化 第 8 d， 细 胞 内 出 现 大 量 脂 滴 ， 经 油 红 O 染色 后 ， 对 照 组 
细胞 中 脂 滴 数量 多 ， 脂 滴 面 积 大 《图 3-A ); 试验 组 细胞 中 脂 滴 数量 较 少 ， 细 胞 着 色 明 显 变 
浅 、 发 瞳 〈 图 3-B)。 定 量 分 析 结 果 表 明 ， 共 培养 组 的 脂 滴 数 量 和 脂 滴 面 积 都 极 显 著 低 于 对 
照 组 (P<0.01) (图 3-C、 图 3-D )。 以 上 结果 表明 ， 骨 骼 肌 卫 星 细胞 与 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 共 
培养 下 对 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 分 化 和 脂 质 沉积 具有 抑制 作用 。 
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A: 对 照 组 ，B: 共 培 养 组 ，C: 脂 滴 数 量 ，D: AR WIA. Control: 对 照 组 control 
group; co-culture: 共 培 养 组 co-culture group; 数据 柱 标 #x 表 示 差 异 极 显 闭 (P<0.01) ， 下 


图 同 。 


A: control group ;B: co-culture group; C: lipid droplets number; D: lipid droplet area. Value 


columns with ** mean significant difference (P<0.01), the same as below. 
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Fig.3 Effects of skeletal muscle satellite cells on lipid deposition in intramuscular 


preadipocytes (100x) 
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为 了 验证 骨骼 肌 卫 星 细胞 对 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 增殖 分 化 的 影响 ， 检 测 了 肌 内 前 体 脂肪 
细胞 增殖 分 化 转录 因子 CEBPa、PP4Ry 的 基因 和 和 蛋白 的 表达 水 平 。 如 图 4 所 示 ， 共 培养 组 
肌 内 前 体 脂肪 细胞 PP4Ry、CBBPo 的 基因 和 蛋白 的 表达 水 平 极 显著 低 于 对 照 组 
CP<0.01)。 以 上 结果 表明 ， 和 骨骼 肌 卫 星 细胞 抑制 肌 内 前 体 脂肪 细胞 分 化 标志 基因 的 表达 。 
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A: 肌 内 前 体 脂肪 细胞 增殖 分 化 标志 基因 表达 水 平 ， B: 肌 内 前 体 脂肪 细胞 增殖 分 化 相 
关 和 蛋白 表达 水 平 。PPARY: 过 氧化 物 酶 体 增殖 物 激活 受 体 y; C/EBPa: CCAAT 增强 子 结合 


蛋白 xc，Bata-actin: B- 肌 动 和 蛋白。 


A: intramuscular preadipocytes proliferation and differentiation marker gene expression level; 
B: intramuscular preadipocytes proliferation and differentiation related protein expression level. 
PPARy: peroxisome proliferators-activated receptor y; C/EBPa: CCAAT enhancer binding protein 


a; Bata-actin: B-actin. 
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图 


胞 对 肌 内 前 体 脂肪 


胞 增殖 分 化 转录 因子 表达 的 影响 


Fig.4 Effects of skeletal muscle satellite cells on proliferation and differentiation 


transcription factor expression of intramuscular preadipocytes 


2.4 骨骼 肌 了 
为 了 进一步 研究 猪 骨 骼 肌 ] 了 
内 前 体 脂 肪 细胞 脂 质 代谢 


共 培 养 组 肌 内 前 体 脂肪 旨 
(P<0.01), LPL 的 基因 
上 骨骼 肌 卫 是 


A: 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 中 脂 质 代谢 
白 表达 水 平 。FAS: 脂肪 酸 合成 酶 ; 


RR 


Bata-actin: B- 肌 动 蛋 


Relative mRNA expression 


A 


胞 FAS. ACC 的 基因 和 和 蛋 


二， 


D 星 细胞 对 肌 内 前 体 脂肪 细 
Fee FAS. ACC All LPL 的 基因 


PA ZA HL oF LAS Bi AS HF A Dk BE RCI A) 2 


胞 脂 质 代谢 的 影响 ， 检 测 了 猪 肌 
和 和 蛋白 表达 水 平 。 如 图 5 所 示 ， 


的 表达 水 平 极 显著 低 于 对 照 组 
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和 蛋白 的 表达 水 : 
内 前 体 脂 肪 细胞 脂 质 代 谢 。 
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LPL 
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2.0 
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z 极 显著 高 于 对 照 组 (P<0.01)。 以 上 结果 表明 ， 


Control Co-culture 


à ~” 
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B 
基因 表达 水 平 ，B: 肌 内 前 体 脂肪 细胞 中 脂 质 代谢 相 
ACC: 乙酰 辅酶 A RANS; LPL: Hise A Ashe; 


A: expression of lipid metabolism genes in intramuscular preadipocytes; B: expression of 


lipid metabolism related proteins in intramuscular preadipocytes. FAS: fatty acid synthase; ACC: 


acetyl CoA carboxylase; LPL: lipoprteinlipase; Bata-actin: B-actin. 
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Fig.5 Effects of skeletal muscle satellite cells on lipid metabolism key enzyme expression in 
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D 星 细胞 和 肌 内 前 体 脂肪 细胞 对 和 
具有 重要 意义 。Ailhaud 等 3 报道 ， 在 胚胎 发 育 过 程 中 肌 旨 


Hausman 等 四 首次 尝试 直接 将 肌 内 前 体 脂 肪 细胞 和 骨骼 肌 
养 方法 接近 体内 生长 环境 ， 但 获得 的 脂肪 


培养 的 细胞 不 能 用 了 
肪 细胞 和 肌肉 细胞 5 


猪 前 体 脂 肪 台 


胞 和 


试验 的 定性 


田 胞 和 脂肪 细胞 共 培 养 的 方法 来 研究 细胞 的 生长 特性 和 分 泌 功 能 。 
完 肌肉 组 织 与 脂肪 组 织 的 相互 作用 


四 胞 与 前 体 脂肪 细胞 联系 密切 。 
pp 星 细胞 混合 培养 。 虽 然 这 种 培 


田 胞 较 少 并 且 混 合 其 他 类 型 的 细胞 。 因 此 ， 混 合 


E 和 定量 分 析 。Dodson 等 B84 研究 表明 ， 共 培养 的 3T3-L1 脂 
以 促进 脂肪 细胞 的 存活 、 生 长 和 增殖 ， 抑 制 其 分 化 。Yan 等 0 研究 了 


肌 卫 星 细胞 体外 直接 共 培 养 ， 检 测 2 种 细胞 增殖 分 化 特征 ， 结 果 表 明 共 


培养 体系 可 以 促进 脂肪 细胞 的 生长 和 增殖 ， 同 时 抑制 脂肪 细胞 分 化 。 


本 研究 探讨 了 猪 骨 骼 肌 卫 星 细胞 与 肌 内 前 体 脂 肪 间接 共 培 养 体系 下 ， 肌 内 前 体 脂 肪 细 


胞 的 分 化 特 和 


E。 与 共 培 养 体系 相 比 ， 单 独 培养 的 肌 内 前 体 脂肪 细胞 中 脂 滴 数量 多 ， 脂 滴 面 


积 大 ， 定 量 分 析 表 明 共 培养 组 的 肌 内 前 体 脂肪 细胞 中 脂 滴 数 量 与 脂 滴 面积 都 极 显著 低 于 对 
照 组 。 这 表明 肌 细 胞 对 肌 内 前 体 脂肪 细胞 分 化 和 脂肪 沉积 具有 抑制 作用 ， 与 Yan 等 上 研究 


结果 一 致 。 有 研究 表明 ，FAS 是 乙酰 加 
控 哺 乳 动物 体内 长 链 脂肪 酸 的 合成 。ACC 是 脂 质 代谢 中 日 
谢 中 的 关键 酶 ， 在 脂 质 代谢 过 程 中 发 挥 重要 的 作 
很 高 的 表达 量 ， 在 脂肪 形成 和 脂 质 储存 中 起 着 重要 作用 B19。 本 研究 发 现 ， 与 对 照 组 相 
比 ， 在 共 培 养 体系 下 猪 肌 内 前 体 脂肪 细胞 PP4Ry 和 C/EBPa 的 基因 和 
著 降 低 ， 前 体 脂肪 细胞 FAS 和 ACC 的 基因 


FA 


胞 LPL 的 基因 
LPL Bit AS HB 4 


胞 的 分 化 ， 促 进 了 脂肪 


调控 具有 重要 的 作用 0719。 


4 结论 


本 试验 通过 分 离 培养 猪 骨骼 肌 卫 与 


和 和 蛋白 的 表达 水 平 也 极 显著 降低 ， 而 前 体 脂 肪 细 
和 和 蛋白 的 表达 水 平 显著 增加 ， 表 明 共 培养 体系 内 的 猪 骨骼 肌 卫 星 细胞 抑制 了 


HA A 和 丙 二 酰 辅酶 A 转化 为 甘油 三 酯 的 关键 酶 ， 调 
的 关键 酶 ，LPL 是 三 酰 甘油 分 解 代 
HOA, PPARyAll C/EBPa 在 脂肪 组 织 中 具有 


蛋白 的 表达 水 平均 极 显 


昌 胞 分 解 代谢 ， 证 实 了 肌肉 


胞 对 脂肪 细胞 发 育 的 


E 细 胞 和 肌 内 前 体 脂肪 细胞 ， 建 立 了 骨骼 肌 卫 星 细胞 


和 肌 内 前 体 脂肪 细胞 间接 共 培 养 体系 ,证实 了 共 培 养 体系 中 骨骼 肌 ] 
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Effects of Porcine Skeletal Muscle Satellite Cells on Lipid Deposition in Intramuscular 


Preadipocytes in Co-Culture System 


MA Yanxuan! WANG Wenjie” MU Shuqin2 XI Jingning!? LI Ning? ZHENG Zi? YAN 
Jun?3" SUN Chao!” 


(1. College of Animal Science and Technology, Northwest A&F University, Yangling 712100, 
China; 2. Tianjin Institute of Animal Husbandry and Veterinary Medicine, Tianjin Academy of 
Agricultural Sciences, Tianjin 300381, China; 3 Institute of Chemical Technology, Tianjin 
University, Tianjin 300072, China) 


Abstract: This experiment was conducted to study the effects of porcine skeletal muscle satellite 
cells on lipid deposition in intramuscular preadipocytes in co-culture system. Porcine skeletal 
muscle satellite cells and intramuscular preadipocytes were isolated and cultured, after the two 
cells were isolated and identified, they were co- cultured in Transwell cell co-culture plates, and 
the cells were inducted differentiation with the density above 90%. The intramuscular 
preadipocytes differentiation level, the expression of differentiation marker gene and the key 
enzymes in lipid metabolism were detected after differentiation of skeletal muscle satellite cells 
for 8 days. The results showed that compared with intramuscular preadipocytes alone culture, in 
the co-culture system, the lipid droplet number and lipid droplet area in intramuscular 
preadipocytes were significantly decreased (P <0.05), the gene and protein expressions of 
peroxisome proliferators-activated receptor y and CCAAT enhancer binding protein a in 
intramuscular preadipocytes were significantly decreased (P<0.01), the gene and protein 
expressions of acetyl CoA carboxylase and fatty acid synthase in intramuscular preadipocytes 
were significantly decreased (P<0.01). It is concluded that porcine skeletal muscle satellite cells 


have inhibitory effect on lipid deposition in intramuscular preadipocytes in the co-culture system. 


Key words: porcine skeletal muscle satellite cells; intramuscular preadipocytes; co-culture; lipid 


deposition 
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